8. Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die erstmalige Anwendung eines im Raum
kollektiver und innerer Variablen definierten MC-Algorithmus fiir Nukleinséuren. Ziele
der Arbeit bestehen sowohl in der Diskussion erster mit dem MC-Algorithmus ge-
wonnener Resultate iiber die Sequenzsperzifitit der Konformation und Flexibilitat von
Nukleinsdure-Dekameren und Methylenblau-DNA-Komplexen als auch in der Bewer-
tung der Leistungsfahigkeit des Algorithmus durch Untersuchungen der Equilibrierung
und der Abhéngigkeit von der Startkonfiguration der MC-Simulationen. Ergénzt wer-
den die MC-Simulationen durch Energieminimierungen von MB-DNA-Komplexen und
Energiebewertungen der Konformationen dieser Komplexe durch eine Kontinuumsbe-
handlung elektrostatischer Losungsmitteleffekte.

Der in Kap. 4 vorgestellte MC-Algorithmus basiert auf einem von rigiden Basen und
fixierten Bindungsldngen ausgehenden molekularen Modell, das die Beschreibung der
Freiheitsgrade von Nukleinséduren durch einen Satz von 12 kollektiven und inneren Va-
riablen pro Nukleotid ermoglicht. Die Nukleotide werden durch kollektive MC-Variablen
in Form von 3 Translationen und 3 Rotationen im Raum bewegt. Die Zuckerfaltung
wird durch die MC-Variablen Phase und Amplitude entsprechend der Pseudorotations-
beschreibung der Zuckerkonformation variiert [19, 152]. Der Glykosidwinkel x, die bei-
den endozyklischen Torsionswinkel € und v sowie der Valenzwinkel w; komplettieren
als innere Variablen den zur Beschreibung der Freiheitsgrade verwendeten Satz von
12 MC-Variablen pro Nukleotid. Die MC-Uberginge in den 12 kollektiven und inne-
ren Variablen werden mit einem analytischen Kettenschlufl kombiniert, der die iibrigen
endozyklischen Torsions- und Valenzwinkel als abhéngige Variablen variiert. Der Ket-
tenschlufl ermoglicht lokale, auf einzelne Nukleotide beschrinkte Konformationsénde-
rungen infolge der MC-Uberginge. Uber die Akzeptanz der MC-Uberginge wird nach
dem Metropolis-Algorithmus [143] unter Beriicksichtigung der entsprechenden Jacobi-
Faktoren [150] entschieden. Fiir die Energieberechnungen werden das Kraftfeld AMBER
[106] und eine implizite Beschreibung des Losungsmittels [110] verwendet. Die polyan-
ionische Ladung der Nukleinsiuren wird durch explizite Gegenionen neutralisiert, die
durch Translationen bechreibende MC-Variablen bewegt werden.

Die Resultate von MC-Simulationen der DNA-Dekamere [(dA-dT)s5]2 und [(dG-dC)s]2
werden in Kap. 5 dargestellt und diskutiert. Die Equilibrierung der MC-Simulationen
wird auf der Grundlage mittlerer Energien und mittlerer struktureller Parameter
bewertet. Sowohl die Mittelwerte der Gesamtenergien als auch der Parameter X-
Displacement, Rise, Inclination, Twist, Phase und Glykosidwinkel bleiben nach den
4 - 105 Makrozyklen weitgehend konstant, so dal von einer Equilibrierung der MC-
Simulationen nach 4 - 10> Makrozyklen ausgegangen werden kann. Beim Vergleich der
Equilibrierungen der MC-Simulationen beider Dekamere fillt erstens auf, dal die Nu-
kleotide an den Réndern der Dekamere aufgrund von Endeffekten einer hoheren Be-
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weglichkeit unterliegen und deren strukturelle Parameter damit schlechter equilibrieren,
und zweitens, dafl das Dekamer mit alternierender AT Basensequenz eine grofiere Fle-
xibilitdt als das Dekamer mit alternierender GC Basensequenz aufweist, die ebenfalls
in einer etwas schlechteren Equilibrierung resultiert. Die unterschiedliche Flexibilitat
beruht auf der geringeren Stabilisierung von AT-Basenpaaren aufgrund verminderter
Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen im Vergleich zu GC-Basenpaaren.

Der MC-Algorithmus fiihrt nach den in Kap. 4 abgeschétzten Rechenzeiten somit in
einer respektablen Zeit zur Equilibrierung der MC-Simulationen, wohingegen MD-
Simulationen den vergleichbaren Nachweis einer notwendigen Equilibrierung bisher
nicht erbringen konnten [55, 64, 72]. Das MC-Sampling kann als sehr effizient bewertet
werden, denn Ubergiinge zwischen Substrukturen treten im Gegensatz zu sehr verein-
zelten Ubergiingen in MD-Simulationen [55, 72] vermehrt auf. Trotz wiederholten Aus-
fliigen in Richtung der A- und der D-Form der DNA kehren die Konformationen immer
wieder in die B-Form zuriick. Die palindrome Symmetrie der Basensequenzen beider
Dekamere spiegelt sich in den Mittelwerten struktureller Parameter und deren Fluk-
tuationen wider, wodurch die erreichte Equilibrierung der MC-Simulationen bestéatigt
wird. Es konnte in Kap. 5 auflerdem eine weitgehende Unabhéingigkeit der Resultate
der MC-Simulationen von der Startkonfiguration gezeigt werden. Fiir den equilibrierten
Bereich einer von einer B-Form-Konformation und einer von einer extrem deformier-
ten Konformation gestarteten MC-Simulation wurden mittlere Strukturen berechnet,
die einen RMSD-Wert von nur 0,20 A aufweisen, so da beide mittleren Strukturen
als nahezu dquivalent und die Resultate der MC-Simulationen als unabhéngig von der
Startkonfiguration betrachtet werden kénnen.

Die Mittelwerte und Fluktuationen struktureller Parameter zeigen eine unterschiedlich
stark ausgeprigte Sequenzspezifitit. Die eindeutige Sequenzspezifitit der Parameter
X-Dislacement, Rise, Tip, Twist, Phase und Glykosidwinkel von DNA-Dekameren mit
alternierenden AT bzw. GC Basensequenzen wird diskutiert. Auch die Mittelwerte der
Amplitude und der Torsionswinkel ¢, (, o, v und § sowie die Fluktuationen der Parame-
ter Rise, Inclination, Tip, Twist, Phase, Amplitude, Glykosidwinkel und der Torsions-
winkel a, 3, v und 0 erweisen sich als sequenzspezifisch. Die Mittelwerte der strukturel-
len Parameter zeigen eine gute Ubereinstimmung mit experimentell ermittelten Werten
dieser Parameter [39, 45]. Der wichtige Parameter Twist mit 32°-34° fiir ApT-, 35°-37°
fiir TpA-, 35,5°-36,5° fiir GpC- und 32,3°- 33,5° fiir CpG-Basenschritte korrespondiert
gut mit experimentellen Daten [39], indem bei AT Basensequenzen die Twists der YpR-
grofler als die Twists der RpY-Basenschritte und bei GC Basensequenzen dagegen die
Twists der RpY- grofler als die Twists der YpR-Basenschritte sind. Im Gegensatz zu
diesen Resultaten zeigt der Twist in MD-Simulationen mit ca. 30° ein deutliches Un-
winding von 3-4° gegeniiber experimentell bestimmten Twist-Werten [55, 64, 72].
Neben den Konformationen der Nukleinséduren werden die Bewegungen der expliziten
Gegenionen statistisch analysiert. Die hohere Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Ionen
in der Umgebung der Dekamere entspricht qualitativ der erwarteten Kondensation
expliziter Gegenionen an der DNA-Oberfléche [47]. Bei Annahme eines Kondensations-
radius von 22 A ausgehend von der helikalen Achse der Dekamere kondensieren ca. 61
% der Gegenionen in Ubereinstimmung mit experimentellen und theoretischen Studien
an der DNA [48, 161].

Fiir die medizinisch bedeutsame Methylenblau-DNA-Bindung [96] werden in Kap. 6
durch Energieminimierung MB-DNA-Komplexe generiert [104], die die jeweils energe-
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tisch bevorzugte Bindung in den drei moglichen Bindungsmodi (Interkalation des MB
zwischen benachbarte Basenpaare, Bindung des MB in der kleinen oder der groflen Fur-
che) représentieren [53]. Bei der Auswahl der MB-DNA-Komplexe nach dem Kriterium
niedrigster Energie wurden elektrostatische Losungsmitteleffekte durch eine Kontinu-
umsbehandlung mit der FDPB-Methode [114, 115] beriicksichtigt. Eine Interkalation
des MB ist in den 5-TpA-3’- und 5’-ApT-3’-Basenschritt eines AT alternierenden so-
wie in den 5’-CpG-3’- und 5-GpC-3’-Basenschritt eines GC alternierenden Dekamers
moglich. Eine adiabatische Suche durch Rotation der langen Achse des MB um die
helikale Achse resultiert fiir jede Interkalationstasche in zwei moéglichen Orientierun-
gen des MB. Bei der symmetrischen Interkalation ist die lange Achse des MB parallel
zu den flankierenden Basenpaaren orientiert und bei der gauche Interkalation um ca.
140°-145° um die helikale Achse rotiert. Sequenzeffekte der MB-DNA-Bindung werden
durch einen Vergleich der Bindung des MB mit AT und GC alternierenden Dekame-
ren untersucht. In salzfreier Umgebung ist die symmetrische Interkalation gegeniiber
den anderen Bindungen energetisch bevorzugt. Die abgeschéitzten Bindungsenergien der
MB-DNA-Komplexe mit symmetrischer Interkalation des MB in den 5-CpG-3’- und
den 5-GpC-3’-Basenschritt deuten eine gleiche Stabilitit dieser Komplexe in Uberein-
stimmung mit spektroskopischen Daten an [100]. Die stabilere Bindung bei der sym-
metrischen Interkalation resultiert aus einer reduzierten Stapelwechselwirkung des MB
mit den flankierenden Basen und einer stéirkeren Deformation der Target-Dekamere bei
der gauche Interkalation.

Salzeffekte der MB-DNA-Bindung werden durch Abschitzung von Bindungsenergien
der Komplexe im Bereich von 107% — 2 mol/l untersucht. Die Bindung des MB in
der kleinen Furche des AT alternierenden Dekamers wird bei geringen Ionenstérken
gegeniiber der Interkalation stabilisiert und bleibt bei hohen Ionenstérken der ener-
getisch bevorzugte Bindungsmodus. Dagegen wechselt die bei geringen Ionenstirken
energetisch bevorzugte Interkalation des MB bei einer Bindung mit dem GC alter-
nierenden Dekamer erst bei hohen Ionenstirken zur Bindung in der kleinen Furche
als bevorzugtem Bindungsmodus [76]. Die Resultate der sequenzspezifischen und salz-
abhingigen MB-DNA-Bindung befinden sich in Ubereinstimmung mit experimentellen
Daten [100, 173]. Da in rontgenkristallographischen oder NMR-Untersuchungen atomar
aufgeloste Strukturen von MB-DNA-Komplexen bisher nicht vorliegen und aus spek-
troskopische Daten die Architektur der Komplexe nicht vollstdndig abgeleitet werden
kann, sind die in Kap. 6 vorgestellten MB-DNA-Komplexe als Grundlage der Interpre-
tation experimenteller Resultate geeignet [177, 178].

MC-Simulationen der MB-DNA-Komplexe ermdoglichen erstmals detaillierte Er-
kenntnisse iiber die Dynamik und Flexibilitit einer DNA-Liganden-Bindung. MD-
Simulationen sind auf kleine Systeme [184] oder auf Zeitskalen beschrénkt, die eine
Equilibrierung der MD-Simulationen ausschliefen [84]. In Kap. 7 kann gezeigt werden,
daf} die bisher begrenzten theoretischen Moglichkeiten zur Untersuchung dynamischer
Eigenschaften einer Komplexbildung der DNA mit Liganden [185] durch die Anwendung
des in Kap. 4 vorgestellten MC-Algorithmus eine signifikante Erweiterung erfahren. In
dem MC-Algorithmus werden die Bewegungen des Liganden relativ zur Target-DNA
durch 3 Translationen und 3 Rotationen beschrieben. Ergéinzt werden diese 6 kollek-
tiven MC-Variablen des MB durch 4 innere MC-Variablen, die den Rotationen der
Methylgruppen zuzuordnen sind.

Die symmetrischen und gauche Interkalationen des MB erweisen sich in den MC-
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Simulationen als stabil, denn Uberginge zwischen den alternativen Interkalationsmodi
konnten nicht beobachtet werden. Die Lage und Orientierung des MB in der Bindungs-
tasche sind variabler bei gauche gegeniiber symmetrischen Interkalationen. Eine Aus-
nahme bildet die symmetrische Interkalation in den 5-GpC-3’-Basenschritt, bei der
sich die lange Achse des MB wéihrend der MC-Simulation um ca. 60° um die helikale
Achse dreht, dann aber wieder zur symmetrischen Interkalation mit einem mittleren
Twist von 1°-5° zuriickkehrt. Die Konformation der Target-Dekamere unterliegt an der
Interkalationstasche einem Stretching und Unwinding. Groflere mittlere Rise-Werte bei
der gauche Interkalation deuten eine stirkere Deformation der Target-Dekamere im
Vergleich zur symmetrischen Interkalation an. Die Differenzen in den mittleren Twist-
Werten von YpR- und RpY-Basenschritten freier Dekamere bleiben in den deformier-
ten Interkalationskomplexen erhalten. Die Konservierung der Twist-Differenzen kann
sowohl bei Basenschritten, die die Interkalationstasche bilden und damit einem starken
Unwindung unterliegen, als auch bei den einer Bindungstasche benachbarten Basen-
schritten, die mit erhéhten Twist-Werten dem Unwinding entgegenwirken, beobachtet
werden. Die Zuckerfaltungen der der Interkalationstasche benachbarten Nukleotide er-
weisen sich als spezifisch fiir Interkalationen in YpR- und RpY-Basenschritte.

Bei einer Bindung des MB in der kleinen Furche des AT alternierenden Dekamers ereig-
nen sich wiederholte Ubergiinge zwischen alternativen Bindungsstellen. Die diskreten
Bindungsstellen werden durch eine Orientierung des MB mit aus der Furche weisen-
den Methylgruppen und jeweils in der Ebene eines Basenpaares liegendem Schwefel-
und zentralem Stickstoffatom charakterisiert. Bei der Bindung des MB in der kleinen
Furche des GC alternierenden Dekamers werden nur vereinzelte Ubergéinge zwischen
alternativen Bindungsstellen beobachtet. Diese stéirkere Lokalisation des MB wird auf
eine Wasserstoftbriicke zwischem dem zentralen Stickstoffatom und einem Proton der
Aminogruppe eines Guanins zuriickgefithrt. Bei der Bindung des MB in der grofien
Furche zeigt das MB stéirkere Bewegungen, die eine geringere Stabilisierung der Bin-
dung andeuten. Die Target-Dekamere unterliegen bei einer Bindung des MB in den
Furchen charakteristischen Kriimmungen, die sich in einer Verringerung der mittle-
ren Rise-Werte aller Basenschritte und einer Vergréflerung mittlerer Twists der YpR-
Basenschritte duflern.

Die MC-Simulationen der MB-DNA-Komplexe identifizieren stabile Bindungszusténde,
beschreiben Ubergiinge zwischen alternativen Bindungsstellen des MB und eine Se-
quenzspezifitat der durch die Bindung des MB verursachten Deformationen der Target-
Nukleinsduren. Die Resultate iiber die Flexibilitat der MB-DNA-Komplexe tragen zum
Versténdnis der Ursachen und der Entstehung der Bindung bei. Die Daten ermdéglichen
zudem eine detailliertere Interpretation experimenteller Untersuchungen.

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dafl viele weitere Anwendungen des vorgestellten
MC-Algorithmus zu Ergebnissen fithren werden, die auf grofles Interesse hoffen lassen.
Fortgesetzt werden die in dieser Arbeit vorgestellten Studien um MC-Simulationen von
weiteren sequenzspezifischen Nukleinsiurekonformationen, von Komplexen der DNA
mit anderen Liganden bis hin zur Protein-DNA-Wechselwirkung.
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